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論 文 内 容 要 旨
第1章 序論
細胞を用いた分析手法(細胞アッセイ)は、創薬、生物資源調査、化学物質の評価など様々な分野で用いられ
ている。これは、薬剤に対する細胞応答が非常に高感度であり、また従来の動物実験と比べてコストや倫理的な
面からも有益であるためである。しかしながら、細胞応答評価法の多くは、破壊分析や蛍光標識を伴うものであ
り、標識を用いることなく、かつリアルタイムに薬物作用を評価できるアッセイ系の構築が強く求められている。
それに対 して、近年様々なラベルフリー ・リアルタイム計測法が提案されているが、それ らも信号と細胞活動と
の関係が不明確であるという問題点がある。そこで、本研究では、赤外吸収分光法、特に水溶液中の測定に有利
な多重内部反射型赤外吸収分光法(MIR-IRAS)を用いて細胞活動のラベルフリー・リアルタイム計測法に関する検
討を行った。本研究を行うことにより、高効率な薬剤探索や細胞応答 メカニズムの解明への寄与が期待される。
第2章 多重内部反射型赤外吸収分光法
本章では、本研究で用いたMIR-IRASの特徴と原理を中心に記述している。本手法は、赤外線が屈折率の異な
る2種類の媒質の界面において、屈折率の大きい媒質側から入射するときの全反射現象を利用 している。半導体
結晶の端から入射 した赤外線は、結晶内で全反射を繰 り返 しながら進行する。全反射するとき、赤外線は表面か
ら波長程度浸み出 し(エバネッセン ト場)、この浸み出 した光の吸収を調べることにより、プリズム 試ー料界面近
傍の生体分子の赤外吸収を調べることが出来る。
第3章 細胞活動のその場計測法
本章では、浮遊細胞であるヒト白血病細胞Hレ60の薬物応答計測に関して検討を行った結果を中心に記述して
いる。一般的に培養細胞はCO2インキュベータ内で培養 され、その環境は37。C、高湿度、5%CO2を含む空気中
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に保たれている。培養環境を制御せずに薬剤応答を
調べようとすると・薬剤による影響のみでなく培養
環境による影響でも細胞が死亡して しま う恐れがあ
り、薬剤に対する細胞応答のみを調べることが困難
となる。また、細胞が接触する材料が細胞毒性であ
る場合も、同様な事態が想定される。そのため、本
研究では、まず細胞が健常に生育できる環境を赤外
計測系に構 築す るこ とか ら着 手 してい る。
MIR-RAS測定用のプリズムは、生体親和性の高い
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図1赤 外分光装置内に構築 した細胞培養システム
シリコン(si)を用いた。また、一般的なMIR-IRAS測定用のプリズムでは、溶液セルを密封させるシ・…-Lリング材に
よる赤外吸収スペクトルの変動が起こり、スペク トル測定を妨害する恐れがあった。そのため、本研究では、Si
結晶に赤外光入出射用の溝を異方性エッチングにより形成 し、結晶内部光路をシー リング材との密着部 から外す
ことによりその問題を解決しtc。さらに、図1に示すような、24時間の長時間にわたってセル内の温度を37±O.50C、
湿度を80%以上に保つ制御機構を構築 し、C(hインキュベータ内と同等の培養環境を赤外分光装置内に実現 した。
この測定システムを用いて、界面活性剤のTw㏄n20に対するHL60細胞の応答を測定し、その結果、細胞膜の破
壊に伴い細胞中から放出されるタンパク質の赤外吸収をモニタリングすることにより、細胞死を非標識、 リアル
タイムに計測できることを初めて見出した。さらに本手法を、細胞のアポ トー シスを誘導する薬剤に対する細胞
応答のモニタリングへと発展させた。その結果、図2に示すようにアポ トー シス誘導細胞では、細胞死に伴 うタ
ンパク質の放出による赤外吸収が徐々に増大するのに対 して、健常細胞では、培地による赤外吸収が減少 し、代
謝物である乳酸の赤外吸収が増加 したことから、細胞の代謝現象による赤外吸収の変動が観測された。そのため、
これらの赤外吸収スペク トルの変化より生細胞とアポ トー シス誘導細胞とを判別できることを示 した。また、測
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図2(a)アポ トー シス誘導剤 を添加 したHL-60細胞 と(b)健常なHレ60細胞の赤外吸収スペク トルの変化
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定におけるア ミドバンドの弓鍍 と乳酸デヒドロゲナーゼ(LDH)アッセイによるLDH放 出量が相関を示したこと
から・アミドバン ドをモニタリングすることにより細胞死を評価できることを示 した。赤外吸収に基づく本手法
ぽ 細胞全体の活動を総体的に捉えることが出来るため・特定の生体反応を検出する従来の生化学的方法とは相
補的な方法であり、次世代の生命情報解析装置としての期待が大きいものと考えられる。
第4章 細胞内器官活動のその場計測法
本章では・細胞内動的過程の例として・細胞内器官の中でも特に重要な働きをもつミ トコン ドリアの動的過程
のその場計測法について記述 している・ ミトコン ドリアは、生体内の主要な化学エネルギー供与体であるアデノ
シン3リ ン酸(ATP)をアデノシン2リ ン酸(ADP)と無機 リン酸(pi)から変換するとい う非常に重要な役割をもち、
また近年ではアポ トー シスや様々な疾患との関連もあることから非常に注目を集めている。第3章では、細胞を
用いた薬斉槲価 系について言及 したが、細胞アッセイに用いる細胞の多 くはがん化した細胞であり、ATP合成を
主に解糖から行っているため、ミトコンドリアのATP合成を阻害する薬剤を見逃 してしま う可能性がある。その
ため、生物から単離 したミトコンドリアを用いての薬剤言判面法は、細胞アッセイとは相補的な役割を果たすと言
える。従来の、ミトコンドリアによるATP合成評価手法は専ら破壊を伴 う分析手法か、酵素反応を伴う間接的な
測定手法であり、ATP合成過程を非破壊 ・直接的にリアルタイム追跡することは困難であった。そこで、本章で
は、リン酸部位の赤外吸収がAIP、ADP間で異なることを利用 して、赤外吸収分光法を用いての非破壊 ・直接的
かつリアルタイムなADP⇔ATP変換の追跡法に関して検討を行った。
ミトコンドリアによるATP合成反応には酸素が必要であるが、本研究で用いているMIR.【RASは、酸素供給を
行いながらのその場測定にも有用である。図3に本研究で用いた溶液セルの模式図を示す。M[R-IRAS測定用の
プ リズムは側面に取 り付けられ、酸素はバブリングによりミトコン ドリア懸濁液に供給された。懸濁液内の溶存
酸素量は、側面に取 り付けられたクラーク型酸素計を用いてモニタリングできるようになっている。また、測定
中のミトコン ドリアの沈殿を防ぐために、本研究では、溶液セル下部にマグネティックスターラーを取 り付け、
回転子による撹拌を行いながらのMIR-RAS測定を可能としている。
この溶液セル を用いて、酸素を供給
しながらコハク酸 と無機 リン酸 を含む
メデ ィウム中に ミ トコン ドリアを懸濁
し、ADPを添加 した ときの赤外吸収ス
ペク トルの変化 を図4に 示す。 ミトコ
ン ドリアはWistar種の ラッ トの肝臓か
ら単離して用いた。図 より、1200cm'1
付近のADPの赤外吸収 スペ ク トルが、
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図3(a)撹拌測 定用溶 液セ ル の概観(b)作 製 した溶 液セ ル の断面
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図4(a)ミトコン ドリア懸濁液にADPを加えた時の赤外吸収スペク トルの変化(b)ADPを加えた後、脱
共役剤を添加したときの赤外吸収スペク トルの変化
時間とともにATPの赤外吸収スペク トル形状に近づくことがわかった。 このような変化は、ミトコンドリアに
ADPを加えなかった場合や、ミトコンドリアを含まない試料にADPを加えた場合には観測されなかった。 さら
に、赤外吸収分光測定中に採取 した試料を、液体クロマ トグラフィ分析を行った結果、ATP量の増加が認められ
た。これらのことから、赤外吸収分光法を用いてミトコンドリアによるATP合成過程をその場計測できることを
示した。
次に、脱共役剤によってAIP分解反応を誘導 した際のスペク トル変化を追跡 した。脱共役剤は、ミトコン ドリ
アの内膜の電位を低下させることにより電子伝達とATP合成を脱共役するため、生物毒性をもつ。脱共役剤を
加えたときの赤外吸収スペクトルの時間変化を図4(b)に示す。図からわかるように、1200cm・1付近の赤外吸収
スペクトル形状が徐々に変化し、ADPの赤外吸収スペクトル形状に近づくことがわかった。このような変化は、
脱共役剤を加えない実験では見られず、また液体クロマ トグラフィ分析においてもATP量の減少が確認 された。
そのため、本結果より、赤外吸収分光法を用いてArpの分解反応をその場計測できることも示した。この結果は、
赤外吸収分光法よりミトコンドリアに対して毒性を示す薬剤をATP合成能の点で評価できることを示唆 してい
る。
第5章 結論
本論文では、多重内部反射型赤外分光法をもちいた細胞活動のラベルフリー・リアルタイム計測法を提案 した。
浮遊細胞系においては、細胞死の際に放出されるタンパク質の赤外吸収をモニタリングすることにより細胞死を
評価でき、ミトコン ドリア測定系においては、加えたADPの リン酸部位の赤外吸収をモニタリングすることに
よりATP合成能をその場評価できることを示 した。本研究で得られた成果は、高効率な薬剤探索や細胞応答メカ
こズムの解明に寄与するものと期待される
。
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論文審査結果の要旨
現在・創薬研 究開発において渤 物実駲 こ代わ りうる 加 吻 の勲 評価系 として湘 胞艪 を指標
に薬物作用 を評価する細胞アッセイ(as・ay)が注目を集めている・ しか レ その多 くは破壊分析や蛍光
標識 を伴 うものであ り,標識 を用い ることなく,かつ リアルタイムで薬物応答を評価できるアッセィ系
の構築が強 く求 められている。著者は・多重内部反射型赤外吸収分光(MIR-IRAS)法を用いることに
より・薬物によって引き起 こされ る細胞動的過程を非標識,リ アルタイムで追跡できる手法を開発し
り
さらに・自らが構築 した計測系を用いて細胞および細胞内器官の薬物応答の詳細 を明らかにした。本論
文はそれ らの研究成果 をとりま とめたもので,全編5章 より成 る。
第1章 は序論であ り,研究背景,目 的,及 び研究の意義について述べている。
第2章 では,計 測手法にっいてMIR-IRASを中心に記述 している。
第3章 では・細胞活動のその場計測法について述べている。細胞 に対す る親和性 の高い材料を用いて
計測用セル を作製 し・24時間に及ぶ長時問にわたってセル内の温度を37土05℃,湿度 を80%以上に保
つ環境制御システムを構築す ることにより,CO2インキュベータ内と同等の細胞培養環境を実現するこ
とに成功 した。この計測システムを用いて,界 面活性剤Tween20に対する細胞応答 を,浮遊細胞HL.60
を対象に調べ・本計測システムにより細胞の薬物応答を非標識かつ リアルタイムに追跡できることを実
証 した。 さらに,ア ポ トー シス(プ ログラム細胞死)を 誘導する薬物に対す る細胞応答のモニタリング
へ と発展 させ,タ ンパ ク質に由来す るAmide吸収バ ン ドが細胞死の指標 となるこ とを見出 した。
MIR-IRAS法に基づ く本計測手法は,細 胞全体の活動 を総体的に捉えることができるため,次世代の細
胞ア ッセイ系 としての期待が大きく,これ らの研究成果は高く評価できる。
第4章 では,細 胞内器官の動的過程 のその場計測法について記述 している。生体内の主要化学エネル
ギー供与体であるATPの合成を司る ミ トコン ドリアを研究対象に,そ の本質的機能であるADP-Arp
変換過程をMIR-IRAS法でその場計測することにより,薬物を投与 した時の ミ トコン ドリアの動的反応
過程 を解析 した。 リン酸部位の赤外吸収バン ドがADP,ATP間で異なることを利用 して,非標識かつリ
アルタイムでADP-ATP変換 を計測できることを明らかに し,この変換過程 を指標 に薬物応答を評価で
きることを示 した。 ミ トコン ドリアは創薬の主要ターゲッ トでもあ り,本計測手法は今後医療 ・創薬分
野で活用できる斬新な計測法である。
第5章 は結論である。
以上要す るに本論文は,赤 外吸収分光 を用いた細胞動的過程計測法にっいて詳細 に記述 し,計測シス
テムの構築か ら始 めて,細胞および細胞内器官を実際に培養あるいは抽出 してその薬物応答を リアルタ
イム計測 し,薬物評価法としての有用性を実証 したものであ り,ナノバイオテクノロジーや生体電子工
学の発展に寄与す るところが少な くない。
よって,本 論文は博士(工学)の学位論文 として合格 と認める。
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